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Resumen. El presente estudio preliminar tuvo como objetivo identificar y determinar el índice de
detección de partículas virales en heces diarreicas de lechones de 4 establecimientos intensivos de
la Provincia de Buenos Aires, Argentina, empleando la técnica de tinción negativa en microscopía
electrónica (TNME). Esta técnica ha venido empleándose durante décadas por su rapidez, sencillez y
sensibilidad. Se estudiaron un total de 146 muestras pertenecientes a lechones lactantes (50) y a
lechones posdestete (96), detectándose partículas virales en un 58% y en un 53,1% de las heces,
respectivamente. Se identificaron partículas virales compatibles con rotavirus, coronavirus, adenovi-
rus, parvovirus y pequeños virus redondos en 32% y 34,4%, 18% y 16,7%, 10% y 9,4%, 4 y 3,1% y 2
y 1% de las muestras de lechones lactantes y posdestete, respectivamente. Se observaron combina-
ciones virales en un 8% y en un 10,4% de las muestras, respectivamente. En ambas categorías, la
combinación más frecuente fue de partículas compatibles con rotavirus y coronavirus. El presente
estudio permitió la identificación de diversos géneros de virus considerados agentes causales de
diarrea en lechones y que, a excepción de rotavirus, no habían sido previamente descriptos en nues-
tro país. La técnica de TNME demuestra ser un método adecuado como prueba tamiz para identificar
partículas virales en materia fecal; sin embargo, necesita de otras pruebas de mayor especificidad
para confirmar los resultados obtenidos y también para determinar a qué grupo o variante pertene-
cen los virus identificados.
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DIARRHOEA IN SUCKLING AND POSTWEANING PIGLETS FROM
FOUR PIGHERDS SITUATED IN BUENOS AIRES PROVINCE,
ARGENTINA: IDENTIFICATION AND DETECTION RATE OF VIRAL
PARTICLES IN FAECAL SAMPLES BY ELECTRON MICROSCOPY
Abstract. The aim of this pilot study was to identify and to determine the detection rate of viral
particles in faecal specimens recovered from suckling and postweaning piglets with diarrhoea from 4
pigherds situated in Buenos Aires Province, Argentina. We used the negative staining for electron
microscopy (NSEM) technique, which has been applied for decades because of its simplicity, rapid-
ness and sensitivity. One hundred and forty six samples were collected during one year from suck-
ling (50) and postweaning (96) young pigs. Viral particles were identified in 58% and 53.1% of the
suckling and postweaning faecal samples, respectively. Rotavirus-like, coronavirus-like, adenovi-
rus-like, parvovirus-like and small round viruses (SRV) were detected in 32% and 34.4%, 18% and
16.7%, 10% and 9.4%, 4% and 3.1% and, 2% and 1% of suckling and postweaning faecal samples,
respectively. Viral combinations were observed in 8% and 10.4% of suckling and postweaning samples,
respectively. Rotavirus-like and coronavirus-like particles was the most frequent combination in both
categories. The present study identified the presence of several viruses known to be linked to diar-
rhoea in young pigs. Apart from rotavirus, the detected viruses had never been reported previously in
Argentina. The NSEM technique demonstrated to be adequate as a screening test to identify viral
particles in faecal specimens. However, more specific tests are needed to confirm the presence of
these viruses and also to determine the group or variant of the identified viruses.
Key words: Enteric viruses, diarrhoea in piglets, negative staining in electron microscopy.
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Introducción
La intensificación de la producción porcina
en la República Argentina, con la importación de
núcleos genéticos y el suministro de dietas com-
plejas para lograr un destete precoz, ha ocasiona-
do un aumento de la incidencia de diarrea en le-
chones. Existen numerosos factores de riesgo in-
volucrados en la presentación de estos cuadros
de diarreas entre los que figuran: la edad de los
animales, el status inmunológico, el estado nutri-
cional y los factores medio-ambientales (1,2). Es-
tudios sobre heces diarreicas de lechones lactan-
tes y posdestete han identificado diversos géneros
de virus considerados agentes causales de enteri-
tis incluyendo rotavirus, coronavirus, calicivirus
y astrovirus (3, 4, 5, 6). En condiciones de campo,
se han detectado combinaciones entre estos gé-
neros y también asociaciones entre alguno de és-
tos con bacterias, como Escherichia coli (7), o con
protozoarios como Isospora suis o Cryptosporidium
parvum (8,9).
Existen numerosos métodos para detectar
virus entéricos o sus componentes, entre los que
se destacan, por su alta especificidad y sensibili-
dad, los inmunológicos (10,11) y también los de
biología molecular, tales como la técnica de reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR) (12) y los
que emplean sondas de ácidos nucleicos como la
hibridización in situ (13,14). También existen otras
técnicas, como la de tinción negativa en microsco-
pía electrónica (TNME), las que a pesar de ser
menos complejas, igual demuestran una adecua-
da sensibilidad (6,15,16). La TNME se ha utiliza-
do exitosamente en las últimas 3 décadas y se la
emplea como prueba tamiz para detectar la pre-
sencia de partículas virales en materia fecal. La
TNME permite, a través de un criterio morfológico,
identificar los géneros de virus presentes y posi-
blemente involucrados en las diarreas de los ani-
males domésticos. Se diferencia de los métodos
inmunológicos o de biología molecular por su me-
nor especificidad, pero, a diferencia de estos, tie-
ne la ventaja de no utilizar reactivos específicos a
priori, razón que le permite identificar todo el es-
pectro de virus que potencialmente pueda estar
presente en la muestra. Además, esta técnica tie-
ne la ventaja de ser rápida y sencilla, en contraste
con el aislamiento de virus en cultivos celulares.
En la Argentina, rara vez se realiza el estu-
dio virológico de rutina de las heces diarreicas de
lechones. En consecuencia, existe escasa infor-
mación en nuestro medio sobre los cuadros de
diarrea en lechones de etiología viral. Es por ello,
que el presente estudio preliminar tuvo como ob-
jetivo identificar partículas virales y determinar el
índice de detección de los diferentes géneros, a
partir de muestras de heces diarreicas de lecho-
nes procedentes de establecimientos de crianza
intensiva.
Materiales y métodos
El estudio se realizó en 4 criaderos intensi-
vos de 120, 150, 220 y 280 madres, ubicados
dentro de un radio de 200 Km de la ciudad de La
Plata, Provincia de Buenos Aires, República Ar-
gentina. Todos los establecimientos presentaron
antecedentes de diarrea de carácter enzoótico en
las etapas de lactancia y posdestete. Los estable-
cimientos fueron periódicamente visitados y se
tomaron muestras de materia fecal con una fre-
cuencia semanal, quincenal o mensual, durante
el período de un año. Se procesaron un total de
146 muestras de materia fecal, de las cuales 50
correspondieron a lechones lactantes de no más
de 25 días de edad y 96 a lechones destetados de
no más de 45 días de edad.
Las muestras fueron enviadas al laborato-
rio refrigeradas a 4ºC. A su llegada, fueron sus-
pendidas en solución buffer de fosfato (PBS) pH
7,4 en una dilución al l0% (v/v) y centrifugadas a
6000 rpm durante 20 min a 4ºC. El sobrenadante
de cada muestra, libre de material grosero, se ul-
tracentrifugó a 45000 rpm durante 2 horas a 4ºC.
El pellet obtenido se resuspendió en 50 µl de PBS
y una gota de la suspensión fue colocada sobre
grillas de cobre cubiertas con neoprene al 2% y
posteriormente deshidratadas en desecador du-
rante 1 hora (15,16). Finalmente, las muestras
fueron coloreadas con una solución acuosa de
ácido fosfotúngstico al 10% y observadas en un
microscopio electrónico JEM 1200 EXII (Jeol Co.
Ltd., Tokyo).
Para comparar el índice de detección (expre-
sado en porcentaje) de los diferentes virus identi-
ficados se utilizó el análisis de varianza (prueba
de Fisher), previa transformación de los datos ob-
tenidos. El nivel de significación utilizado fue del
5%.
Resultados
El índice de detección y la probabilidad de
frecuencia de los virus identificados en las heces
diarreicas de lechones se detallan en la tabla 1.
Se identificaron partículas virales en un 58% y en
un 53,1% de las heces diarreicas de lechones lac-
tantes y posdestete, respectivamente. En lecho-
nes lactantes, se detectaron partículas virales com-
patibles con rotavirus en un 32% de las mues-
tras. Estas partículas se caracterizaron por su for-
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ma esférica, de entre 67 y 75 nm de diámetro y
por presentar una forma distintiva semejante al
de una rueda de carro con sus rayos típicos (figu-
ra 1). También se identificaron partículas virales
compatibles con coronavirus en un 18% de las
muestras. Estas partículas se caracterizaron por
su pleomorfismo, pero predominando las formas
esféricas y con un tamaño que osciló entre 150 y
220 nm de diámetro. La mayoría de las partículas
presentaron un centro oscuro rodeado por una
corona bien definida y regularmente espaciada con
proyecciones semejantes a bastones o pétalos de
entre 12 y 20 nm de longitud (peplómeros) (figura
2). Estas partículas también presentaban una se-
gunda hilera de pequeñas proyecciones granula-
res localizadas cerca de la base de las proyeccio-
nes más típicas. Además, se identificaron partí-
culas virales compatibles con adenovirus en un
10% de las muestras. Las mismas presentaron
un tamaño de entre 70 y 80 nm de diámetro y
forma hexagonal con facetas triangulares. Tam-
bién se observaron partículas muy pequeñas y
esféricas de entre 18 y 26 nm de diámetro compa-
tibles con parvovirus en un 4% de las muestras
(figura. 3). En su mayoría, se observaron agluti-
nadas en pequeños acúmulos. Por último, en un
2% de las muestras, se detectaron pequeños vi-
rus redondos (PVR) de 28 a 32 nm de diámetro,
que podrían corresponderse con la morfología y el
tamaño de astrovirus o de calicivirus.
En lechones posdestete se identificaron par-
tículas virales compatibles con rotavirus, corona-
virus, adenovirus, parvovirus y PVR en un 34,4%,
16,7%, 9,4%, 3,1% y 1% de las muestras, res-
pectivamente.
No se observaron diferencias significativas
en el índice de detección de partículas virales en-
tre lechones lactantes y posdestete (P> 0,05). Sin
embargo, se observaron diferencias significativas
entre los índices de detección total de los diferen-
tes géneros de virus identificados. Se obtuvieron
3 grupos diferentes (a, b y c), dependiendo de la
probabilidad de frecuencia obtenida (F= 7,71; g.l.=
5/6; P<0,05). El grupo a, correspondiente a partí-
culas compatibles con rotavirus, se presentó como
el de mayor frecuencia, siguiéndole el grupo b de
partículas compatibles con coronavirus y por últi-
mo el grupo c, compuesto por partículas virales
compatibles con adenovirus, parvovirus y PVR (ta-
bla 1). En algunos de los casos, se detectaron más
de un género viral por muestra (tabla 2). Estas
combinaciones virales se presentaron en un 8% y
en un 10,4% de las muestras de lechones lactan-
tes y posdestete, respectivamente. En ambas ca-
tegorías, la combinación más frecuente fue de par-
tículas compatibles con rotavirus y partículas com-
patibles con coronavirus, en un 4% y en un 6,2%
de las muestras, respectivamente (tabla 2).
Figura 1. Partículas virales compatibles con rotavirus en heces
diarreicas de lechones (la barra corresponde a 100 nm). Obsérve-
se la característica forma semejante al de una rueda de carro con
sus rayos típicos.
Figure 1. Rotavirus-like particles in faecal samples of piglets with their distinctive
wheellike appearance with its typical spokes. Bar corresponds to 100 nanometers.
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Figura 2. Partícula viral compatible con coronavi-
rus en heces diarreicas de lechones (la barra co-
rresponde a 100 nm). Obsérvese el centro
electrodenso rodeado por la típica corona de pe-
plómeros.
Figure 2. Coronavirus-like particle in faecal samples of piglets
with its electrodense core surrounded by the typical crown com-
posed of peplomers. Bar corresponds to 100 nanometers.
Figura 3. Partículas virales compatibles con par-
vovirus en heces diarreicas de lechones (la barra
corresponde a 50 nm).
Figure 3. Parvovirus-like particles in faecal samples of piglets.
Bar corresponds to 50 nanometers
Tabla 1. Índice de detección y probabilidad de frecuencia de partículas virales en heces diarreicas de
lechones lactantes y posdestete
Table 1. Detection rate of viral particles and probability of frequency in faecal specimens of suckling and postweaning piglets
*índice de detección. **P< 0,05. Las letras difieren cuando los ID totales (expresados en porcentaje) de los
diferentes géneros virales encontrados, son significativamente diferentes. Prueba de Fischer. *** pequeños
virus redondos.♣ La diferencia entre la sumatoria de ID y las muestras positivas corresponde a las muestras
en las que se observaron más de un género viral (combinaciones).
*Detection rate. ** P< 0.05. Letters differ when detection rate of different viral genera (expressed in percentahes)
were significantly different. Fisher´s test. *** Small round viral particle. ♣The differences between the sum of
detection rates and positive samples represent the number in which more than one viral genus were de-
tected (combinations).
partículas virales muestras- ID*  muestras- ID total     probabilidad**
 compatibles con lactancia posdestete
 rotavirus 16 (32 %) 32 (34,4%) 48 (33,6 %) a
 coronavirus  9 (18 %) 16 (16,7) 25 (17,1 %) b
 adenovirus  5 (10 %) 9 (9,4%) 14 (9,7 %) c
 parvovirus  2 (4 %)  3 (3,1 %)  5 (3,4 %) c
 PVR***  1 (2 %)  1 (1 %)  2 (1,4 %) c
 Sumatoria de ID♣ 33 (66 %) 61 (64,6 %) 94 (64,4 %)
 Muestras positivas
♣
29 (58 %) 51 (53,1 %) 80  (54,8 %)
 Muestras negativas 21 (42 %) 45 (46,9 %) 66  (45,2 %)
 Muestras estudiadas 50 (100 %) 96 (100 %) 146  (100 %)
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Discusión
Este estudio preliminar permitió la identifi-
cación de diversos géneros de virus que se consi-
deran agentes causales de diarrea en lechones (3,
4, 5, 6) y que, a excepción de rotavirus (17), no
han sido descriptos previamente en la República
Argentina. Las partículas virales compatibles con
rotavirus fueron las más frecuentemente detecta-
das en las muestras de ambas categorías de le-
chones. El índice de detección fue similar al obte-
nido por otros investigadores en Sudáfrica (18) y
en Australia (19), utilizando la misma metodolo-
gía. Asimismo, el índice de detección de rotavirus
también se asemejó a la prevalencia de este virus
en materia fecal informada por Mattion y col. en
lechones de entre 1 y 45 días de edad en la Ar-
gentina, empleando las técnicas de electroforesis
en gel de poliacrilamida (PAGE) y de ELISA.
Este estudio mostró también una elevada
frecuencia de detección de partículas virales com-
patibles morfológicamente con miembros del gé-
nero coronavirus. Dos entidades caracterizadas
por diarrea se asocian con este género. Una de
ellas, denominada gastroenteritis transmisible
(GET), afecta cerdos de todas las edades, pero
particularmente animales jóvenes, con una mor-
bimortalidad cercana al 100% (20). La otra enti-
dad, denominada diarrea epidémica (DE), se ca-
racteriza por afectar lechones posdestete con una
morbilidad moderada pero con una baja mortali-
dad. La GET tiene una ocurrencia esporádica en
el Reino Unido y en otros países europeos, pero es
común en la zona centro oeste de los Estados
Unidos (20). Por el contrario, la DE fue descripta
en Europa y Asia pero no fue identificada aún en
los Estados Unidos (20). Hasta el presente, no exis-
ten datos epidemiológicos en la Argentina sobre la
GET y la DE. Serán necesarios estudios serológi-
cos para determinar la prevalencia de estas enti-
dades en nuestro país y también estudios inmu-
* Índice de detección. **pequeños virus redondos
Tabla 2. Combinación de partículas virales observadas en las heces de lechones lactantes y posdestete
Table 2. Combination of viral particles observed in faecal samples of suckling and postweaning piglets
nológicos o de biología molecular para determinar
a qué variante antigénica del virus corresponden
los virus identificados en este estudio.
En publicaciones previas se consignaron los
hallazgos parasitológicos y bacteriológicos de es-
tas mismas muestras de heces diarreicas, perte-
necientes a los lechones lactantes y de posdestete
(21,22). El estudio parasitológico determinó la pre-
sencia de Isospora suis en todas las muestras de
2 de los 4 establecimientos estudiados (21). El pre-
sente estudio identificó partículas virales compa-
tibles con rotavirus o combinaciones de rotavirus
y de coronavirus en esas mismas muestras de
materia fecal positivas a Isospora suis. Estos ha-
llazgos no hacen más que confirmar la frecuencia
con que se presentan asociaciones entre agentes
virales y coccidios (8,9).
El estudio bacteriológico de las heces dia-
rreicas de lechones pre y posdestete realizado pre-
viamente permitió el aislamiento de 29 cepas de
Escherichia coli (22). De éstas, solo 6 mostraron
ser productoras de toxina termoestable 1a (ST1a)
y solo una de toxina termolábil 1 (LT1). Estas 7
cepas enterotoxigénicas fueron aisladas de mues-
tras de lechones posdestete provenientes de un
solo establecimiento (22) y en las que los estudios
virológicos y parasitológicos fueron negativos, su-
giriendo que esos cuadros de diarrea fueron pro-
ducidos por las enterotoxinas de Escherichia coli
sin la acción sinérgica de agentes virales o proto-
zoarios.
En conclusión, el presente estudio prelimi-
nar describe, por primera vez en nuestro país, la
presencia de partículas virales compatibles con
coronavirus, adenovirus, parvovirus y PVR en
materia fecal de lechones con diarrea. La frecuen-
cia de detección de partículas virales compatibles
con rotavirus y coronavirus sugiere que los mis-
Combinaciones virales muestras- ID* ID total
lactancia posdestete
 rotavirus-coronavirus 2 (4 %) 6 (6,2 %) 8 (5,5 %)
 adenovirus-parvovirus 1 (2 %) 2 (2,1 %) 3 (2 %)
 adenovirus-PVR** 1 (2 %) 2 (2,1 %) 3 (2 %)
Total de  combinaciones  4 (8 %) 10 (10,4 %)  14 (9,5 %)
Muestras estudiadas 50 (100 %) 96 (100 %) 146(100 %)
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mos pueden contribuir en forma significativa con
la presentación de diarreas pre y posdestete en
las granjas porcinas estudiadas. Finalmente, la
técnica de TNME demuestra ser un método ade-
cuado como prueba tamiz para identificar partí-
culas virales en materia fecal. Sin embargo, nece-
sita de otras pruebas de mayor especificidad, ta-
les como la inmunomicroscopía electrónica, PCR ,
hibridización in situ, ELISA o, de ser posible, el
aislamiento viral en cultivos celulares para confir-
mar los resultados obtenidos y también para de-
terminar a qué grupo o variante pertenecen los
virus identificados.
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